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Pff.Hjpi lit jmmojot.f-,. from protein=. or put U'im, f,f>ntg pjodne {Piat .iiid<or hydfoxyfrfolifie (Hypfo) 
losnkioi t!i,ii .irt- ftiffunift to dcgrdfjo is, by using ceilb, pi^i m *i meydnfin, tfom XanthOfnonas<X.) or 

t'i">i ^ ' ' >: '.ihoprotuinofpoplidc PFCf ,X isX ffl.H>-)ph)l(a(fn3it.)orX,JCM3857 
;EV.,„f- ' , !M-6?(FERM-BP-447qu« JCM 330? (FERM-8P-4474). The proteins to be 

iJr'ii i.l. 11 ,iic (>,. 1 . , .ii.jfi, t,a<ie!iri fjr [.HotamHi^ Atso oiatm«><.t ts. iiwltiod fnrprotjfi.af ti3an$'4-iiydraxy' 
L-t-'FoliFio t)v applvifitj cells or a eel! prod, of X, capable of tiyOrolysitig the pratetn or peptide and 
(sofsfma )raiis-4-hYdro)(v-l.-:proiiiie,The abitrty to hydroiyse proteins or peptides that are difficuit to 
degrade has the pref . mearting that aii of iserKytoxycaf bony! gp- ®-Pfo-Pfo, 2-Pro-hypm and Z-giycine- 
Pfo cart be hydiofysed 

Data supplied from the espaee/ief dataisase -— Worldwide 



;//v3 .espacenet,coin/pubiicaticmDetails/biblio?D . , 2/8/20 1 1 



OEUTSCHLAND 



illiiiiiH^ 

I Offenlegungsschrift 
DE 4341283 A1 



mm. 



@ int. Ci.3: 

C 12 P 13/04 

C12N 1/20 
CUP 13/24 
C 07 C 227/18 ^ 



DEUrSCHES 



> Akt«nzetchen: 

> Anmsidetag: 

I Offeotegungstag; 



P 4341 263. 
3. 12. 93 
7. 7.34 



C07D 207/16 
// {C12P13/04,C12R 
1:84} (C12N 1/20, 
C12R 1 :84}C07K 
15/20,tS/08,tS/10 
(C12P13/24,C12R 
1;84)A61K 31/43, 
C07C 229/08,229/36, 

mm 



@ Unionsprtorttat: <^ 


Erfmder: 


03.12.S2 JP 350320/32 
(§)Anmelder: 


Niyoshi, Shisuke. FufjabashI, Ch&a, JP; Kanamori, 
Hironori, Funabasht, Chiba, JP; Sato, PJanamr, 
Funabashi, Chiba, JP 


Showa Sangyo Co,, Ltd., TokJo/Tokyo, JP 




® Vertreter: 




Tauchner, P., Dipl.-Cham. Dr.rer.nat; Heunemann, 
D., Djpl-Phye, Dr.rer.nat; Rauh, P., Dip!,-Chem. 
Dr.rer.nat; Harmann, G,, DipL-Riys. Dr.rer.nat; 
Schmidt. J., Dipi.-ing.; Jaenichen, H., Otpi.-Bioi. 
Dr.rer.nat., 81675 Munchan; von 
Uexkfiil-Guidenband-Menzei, A., Or.pbit. (Ph.D.), 
mm Grafefflng; Wsinberger, R., Dipl.-Chsm.Univ. 
Dr.rer.nst,; Bubiak, W., Oipf.-Chem, Univ., 
Pat-Anwalte; Tremme!, H., Rechtsanw., 81670 
MQnchen 





^ Verfahrsn zur Aminosaureherstalfung 

|) Eio Verfahron sur Herateitung von Aminosauren wird 
bsretfgesteilt. bet dem tnafi auf estn Protein oder Peptirf, das 
sesbwierig abzubauen ist uni! Proiin- und/oder HydroxyproRrt- 
rsste anthStt Zellen eines ^5ik«Jorg8n^smlis dar Sattong 
Xanthomonas, <ier die F3iiigkeit besitrt, das Protein oder 
Peptid zu hy«lrofy6(er8n, oder sin bstiand^ites Prodokt dar 
Zd\\9n mit den FShigkeiten einwirken lliit und die etzeugte 
Amtn«JSSura gewinot. 

Mit diesar Erfindung konnso AminosSureo mit einetn b<^en 
NutKwan, betepieJsweiss PfoSin und/odor Hv^roxyprolm, von 
ahem Protsfn odar Peptid bergastetit werdan, daa viei Proiin 
und/oder Hydrox^jrolir* sntoSit, beiapietewefes Colisgan. 
Casatn odar tVoiamtn. Mit diasar ErSadune kann auch 
tr3r»s-4-Hydroxy-l-pr<rfift von alnem derartigan scbwar ab- 
baubaren Protein Oder Pspttd affiiiant und aeiekttv berge* 
staBt werdarj. 
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Beschreibaag 

Dicse Erfjndung betrifft em Verfahren zur Hemeilimg eraer (voa) AmmosS«re(n), die einen hohen Nutzwert 
aiifweis(t)en, aus elnem schwer abbaab&ren Protein octer Pepdd, das ProiJn- isad/oder HydroxypRjSioreste 

5 enthait 

Bekannte Proteine, die zahlretche Proiia- Oder Hydroxyprolinreste enJiialtefi, sind tierisches Coflagen, Casein, 
etc. und pflanzliches Prolsmin etc Diese Proteine werden als AusgangsverbrodtiBgeo zur HersJelJutig eines 
Oemssches gddster AminosSuren durcb Hydrolyse and/oder Abtrennung (einer) bostimmter(n) Amisosaur^n) 

ms dar Ldsiing verwendet 

jO Die Hydrolyse dieser ProteiBverbindungen wurde ausschiicBlich aisl chemischem Wege mit emer SSure, 
einem Aikals oder einer emsprechenden YerbiBdung durchgefahrt, da Prolio- and/oder Hydrexyproitnj'este 
enthaitende Peptide mit Qblichen Proteasen usMureichend hydro?ysiert und oft als schwer abbaabare Peptide 
verbleiben, die nicht weiter hydrolysiert werden (R. Walter, W. H. Sinirnons und T, Yoshimoto, MoL Cell 
Biochem. 3{){i980) HI)- Man hielt es fiir praktisch unmSglich, sie voilstrmdSg mit Enzyawn zu liydroiysierea, _ 

IS Au8«rdern wird berichtet, daB eine chemischs Hydroiyse unter scharfen P.eaktionsbedlngimgen zu einer 
mitideren Qualiiat der produzierten Atmnosauren fuhrt und daS xudem wsfarend der Umsstziing carcinogeae 
Stoffe entstehen (M, R, Wiliiams und M, R Duttoti, joumat of Food Protection A5 (1988) 887). Daber war es 
wQnscheaswert, ein neues Verfahren zu entwickeln, durcb das solche Proteinverbiudungen iittter mikSeren 
Bedingungan hydrolysiert werden kdnnen. 

20 In den v«rgangeneft Jakren wuiTcleii uiehrere Carboxypeptidasen gefuaden, die den Abbats des C-terminalen 
Prolins einer Peptidkettc bewtrken. Man wej& beispielswei-w (Kubota et al, J. Btocbem, 74 (1973) 757; Kabota et 
al, Protein * Nucleic Acid * Enzyme 2S (1983) 1407), daB Carboxypeptidase Cn md Carboxypeptidase Cu,^& 
von in Japan angebauten ZitrusfrSchteu stanmien, beispicisweise Natsumikan (Sommermandarinc) und Unshu- 
mikan {Unshu-Mandarine), Aminasaaren, einschiieSiicii ProKn, das besonders resistant gegeniiber einer Hydro- 

55 lyse durcfj Proteasen ist, freisetzen kStmen, ahnlicb der von Zsjber geftindeiien Carboxypeptidase C (Nature 201 
(1964) 613). Die Geschwindigkeiten, mit denen diese Carbossypeptidasen Proiin freisetzen, sind jedoch seiir 
gering. Sie sind daher fur die industrieUe Anwendung tmgecignat, Eine Carboxypeptidase, die von einem zar 
Oattatig Pycnoponis gehiSrenden Mikroorganisitius stammt, kann ebesifalls das C-terminale Proiin eines Pepttds 
freisetzen, ailerdings mit geringer Effizienz {japanische verdffantlichte, racht-geprtlfte Patentanmeidung Nr. 

3<5 201 987/1983). 

Wfiitere bekanrttft Carboxypeptidasen sind beispielsweis* die Carboxypeptidase P, die von der KalturbrEShc 
eincs 2ur Gattung Penidilium geh6renden Miisroor^aaismas erhakeo wird (Yofcoyama, Protein * Nucleic Acid * 
Enzyme 28 (1983) 5414), und die Carboxypeptidase Y. ifie von einer BSckerbefe stammt {H&yaslii, Protein * 
Nacleic Acid * Enzyme 28 (1983) 1421). Beide kSnnen recbt wtrksam das C-terminale Proiin eines Peptids 

35 freisetzen, weisen ailerdings den Nachteil auf, daB ihre Wiricnng auf eine Prolyiprormbitidong eines Peptids, m 
dem raeiirere Proiinreste hintcreinander %'orkonniien, geritig ist, 

Daiier sind al!e bisher bakannten Carboxypeptidasen fiir die Hersteliuttg in indusirieOem MaSstab von 
AminosSuren, wie Hydroxyproiiu und Proiin, aas sclnwer abbaubaren Proteinen oder Peptiden, die Prolin- 
und/oder Hydroxyproiinrcste enthaJten,«m!ureichead. 

40 Asdererseits sind Hydroxyprolin und ProBn als Grundstoffc zur Herstdiung von verscbiedeneu Arzaeimitteb 
besonders aiStaiich. Beisptelsweise ist {r8«s-4-Hydroxy-L-pro!in ein Hydroxyprolin, das in schwer abbaufaaren 
Proteinen oder Peptiden esstiialten ist, die Proiin- and/oder Hydroxyprolinreste entSiahen, and als ein Grundstoff 
zur Hersteilung von C.3rbapenem-Ant!biotika nStziich (jaaanisd^e veroffentlicbte, nicJit-geprtifte Patentanmei- 
dung Nr. 235980/1993). 

45 Eine Anmeidung einer Carboxypeptidase, die die "Hydrolyse der Prolyiprolinbindung von Peptiden, in denen 
mei^rere Proiinreste hiniereinander vorfcornnien, kataiysieren" kann, and ein Verfaiiren zu ihrer liersteiluag ist 
beim Japanischen Patentamt eingereicht wordea (am 17. September 1993 ver5ffent!jchte, japanische verdffent- 
Sichte, nicht-geprOfte Patemanmeidung Nr. 236980/1993). 
Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitsteiiung eines Verfahrens zur Hersteilung einer 
50 Aminosaure durch Hydrolyse eines Proteins oder Peptids, das schvwerig abzabaaen ist und Proiin- and/oder 
Hydroxyprotinreste entliglt, beisptdsweke Coilagen, Casein oder Prolamin unter miiden Bedingnngcn ohne 
Vcrwendung mer SSarc oder eines Alkali tind von scharfen iteaktionsbedingangen. 

Bine besondere Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist die Bereitsteliting eines Verfahrens zur sebr ef f izien- 
ten Hersteilung von Hydroxyprolin, Proiin oder eines Amiaos&aregemisches dtirtsh Hydrolyse ernes solchcn 
$5 schwer abbaubaren Proteins oder Peptids gemSB eineoi EnzjffRverfahren, A h, durch Wirken eines Mikroorga- 
RiSmus Oder eines behandelten Prodakts von Zelieo. 

Eine besondere Aufgabe der voriiegenden Erfindang ist die Bereitsteilang eines Verfahrens zur sehr effszien- 
ten and selektiven Herstdiung von traos-4-Hydroxy-L-proSK, das als ein Grundstoff zor Herstefiung von 
Carbapenem-Andbiotika besonders nCtzJich ist. dutch Hydrolyse eines solchen schwer abbaabaren Proteins 
60 Oder Peptids gemSB einem Bnzymverf ahrcn. 

Dlese Aufgabea der vorSegenden Erfindimg warden durch ein Verfaljren zar Hersteliang einer AmiitosSure 
ge!6st, bet dem man auf ein Protein oder PeptkJ, das schwierig ahzub^ca ist und Proiin- and/oder Hydrosg'pro- 
linreste enthSlt, Zellea eines Mikroorgaaismas der Gattung Xaatfaomonas, der die Fahigfceit iaesitzt, das Protein 
Oder Peptid zu hydroiysiaren, oder ein beiiandehes Produkt der Zellera mit den geoannten FiShigkeiteR einwirken 
65 lS.Bt und die erzeagte Arainosaure gewinnt. 

Das "schwer abbaubare Protein oder Peptid, das Proiin- und/oder HydroxjTJrolinreste enthait," ist in der 
vorliegenden Erfinduitg ein Protein oder Peptid (das einen AjninosSorerm cinschlieSen kaan, lessen Ajnlno- 
gruppc mit einer Bcnzyloxyearbonylgrappe gescbem istX Proiin- und/oder Hydroxyprolinreste aafweist. 
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mit fibtichen Proteasen mcht hjxlrolvsiert wird unci ais eta natSriiches Protein besonders ein derisches Goilagen, 
Casein odcr ein sthniiche^ Protein; oder ein p!■!^m7,^^c^es IVdainin Oder cine entssjrechsrxie Verbintfiuo? eui- 
schlieSt. Das i-Vpiid ist hsiispleis-^s-^e c- r ?olypsovd -dor OUgoncEnki, das aurch Dartielle Hyd)-oiy.4 der 
vorstehsnd beschne&cnea Prctcinc crhairc-n -.vird, .;cer i-k I u ^^n■i^iel erhiil cliches, synihetisches Pepdd 2-Pro- 
Hyp,Z-Pro-Pro,Z-Gly-Prooderahnh,-he Verfa}nclunger5(Z iBenayioJcycarbonyignsppeJiyp : Hydrox>{)roiin). 

Eine Fah!gk<;!t Hyd"olys,f <-(i)ei schwer abbaiibaren Proteins oder PeptJds zu besitzen" soil fcrner 
bedeuteii, daB ncbcrj der Fahigkejt znv Mydrolysc tibiicher Peptfdbinduitgeii mindestens eine, vorzugsweisezwei 
Oder aJIe Ansifiosauren von Z-Pjo-Pto, Z-Pro-Hyp und X-Giy-Pro hydroiysiert werden kMnen. 

jeder zur GaUung XaniKoniotias gehSreade und die vorsiehend beschricbene Fafiigkeit besi«endc Mikroor- 
ganismus kann in der vorliegendcti Erfindting verwendet wcnden, Voc; Xantbonionas maitophiiia staramertde 
Mikroorganismen mit der vorstehend beschriebenen FShigkeit smd bcvorzugt, insbesondere Xanthomf>n;!s 
tnaJtophilia NA'62fFERM-BP-447S) utid Xanthotnonas iiialtophiija JCM Nr. 380; {rf:RM-8P-4474), Die Xant^ 
homonasart JCM Nr.i!J57 (FERM-BP-4475) is: sbcnfaih b;vor/,ugt. 

In der vor-;! ehond-.-n Bs.^hreibu;jg iij \'a.<-.> oi.K- p-^ase Kennzeichmmg, ICM cine Afakiirsung iiiv japan 
Loiiectton oi .Microorgapjsinj und F BRNI-BF o i-c .j^crr^.-itlonaif? Hiniedegung beitn N;Uiona! Institute of 
Bioscience and Human Technology, Agency of industrsni Science and Technology, the Ministrv of kitarRationa! 
Trade and mdustiy, Japan, gem^S den fJestimmungen des Budapester Vertrags aber die Hinterlegting voa 
Mikroorganjsmen. Die mikrobidicn Eigenschaften der Oattmg Xanthornonas und Xanthoraonas maStophiiia 
^verden ferner in Krieg, N. R. et "Sergey's Manuat of SystematfC Bacteriology, Bd, 1, Wiiiiams & Wiikins, 
Salttmore/Londoa, a }40~2{9 (1984), beschrieben. Aitfierdem ist Xarfthomonas maltophiiia NA -62 der ^IcicJie 
Staram wis der m der vorstehend erwahnten japanischen veniffentUchien, nicjit-gepruften Patentanmeiduns Nr. 
236960/1993 beschriebene XanthomoRas NA-62, wobei die Patenmmeldung auch eine Beschreibung setiiar 
mikrobisllen Eigenschaften enthait Es wuide fesigcstelit, dafi der S!at:iin NA-62 zu Xanthomonas rnaiiophilis 
gehSrt. wobei er dadurcb gckeraizeichuet ist, da8 in der Fet',sai:r'j/t.>,ur;n!eiisetzung der Zalie verz%veigte 
Fettsatiren, beispielswei.-ie groGe Mengen Isopentadeoansaure ur,:\ hohe:5t;;decan,siUirc und vcrzweigte Hy- 
droxyfettsciuren, belspiei.iweiKc 3-Hydroxyisoundecansa«re und d-Hyciroxyis.orrideca>isaure. entbalten stud In 
diesem Zusarameniiang h;i!t man eine seiche Fettsaiirezasammenscfzung fur ein Merktnai vor Xanthomonas 
maitopnilia (vgl. besspietsweise Swings, }. et al, Int I Syst. Bat 33 (mS^ 409, C Wayne Moss et ai, J, Bac; 114 
(1973), mS). Femer beststigte sicii, daB die FettsSureztisammcnsetzong der ZeHe eitietn Mikroorganismuis 
oiitsprach, von dem bekat)«t 1st. dae er zn Xamhomonas maltophiUa gehSrt 

Ekte Aminosaure kann erfitidungsgcmaB proditziert werden, indeni (hier nachstehend sis das er.«e Vsrfahren 
bezeichnet) em Mikroorgan!.$mus der Gatiung XanJhomonas, der eui scl-wer abbaubares Prntem odcr Peptid 
hydrolysieren kana, in eiriem Medium gezuditet wird, das ein ich-Aer sbbaubares Protein oder Peptid ciithSlt, 
das Proim- und/oder Hydroxyproiinresle autweist (nachstehend wird "ein scinver :ii)b,jitban*.s Protein oder 
Peptid, das Proiin- und/oder Hydf<jxjprolinreste" emhati. gelegeBtUch iediglicb ai;. "ein schwer abba«b<-'res 
Protem oder Peptid" bezeichnet). 

Eine Ai-nino.sSure kantJ auch erfindungsgetnaS produziert werden, indcm tnikrobieile Zellen, die dnrch Ziich- 
ten emes Mikroorganismus der Gaitung Xanthonionas. der ein schwer abbaubares Protein oder Peptid hydroly- 
sieren kann. in eineiri iibiichen Mediuna und anschJSIcSendes Sammchi der ZelJen erhaiten werden, mit dem 
schwer abbaubaren Proteiji oder Peptid in; einem waSrigen Medium in Kontakt gebracht werden (nadistehend 
als das xweiteVerfahren bezeichnet). ^ 

Zunaohst wird das erste Verfahren beschrieben. Ein derarttger Macroorganisraus wird in einem Meditim 
geziichtet, das KohienstoffqueHen, Stickstoffqiieiien. die als Hauptbestandteil mn schwer abbaubares Protcirt 
Oder Peptid umf^ssen. anorganische Stoffe und Mikronabrstoffe cnthait. unter aeroben Bedingnngen bei einer 
eingestelltenTemperatur,emeraejrsgcs.te!ifenpH-Wert,eic. 

Als Kohlenstoffqueilen werden iibiichenveise verscbiedene Kohienhydraie verwendet, beispielsweise Gluco- 
se, Sacchai-ost;, Mannose, Stgrke, Starkehydroiysate und Restnielassen, cs fconncn aller<iings auch je nach 
Asstmijjei barkeit verscbiedene orgatti.sche Sitiren, bcispidsweise Brenziraubensiure, FumarsSure, Milchsiturc 
und Es.sigsaure, Alkohoie, beispielsweise Ethanol, Glycerin und Poiyalkohol, md Kohfenwasserstoffe, beisoiels- 
wetse n-Parafftn, verwendet werden. AJs StickstoffqueUen konnen ehi oder niehrere schwer abbaubare Proteine 
Oder Peptide verwendet werden, andere Stickstoffquelien kQnnen jedoch aitch verwendet werden. Als weitere 
Stickstoffquelien kdnnen verwendet werden; Ammoniak, verscbiedene anorganisclie and organiscbe Ammo- 
nmmsaize, beispielsweise Ammoniumchlorid, Ammoninmsuifat, Ammonsumcarbonat und Amffloniumacetat, 
Harostoff und andere Sticlcstoff emhaitende Verbindungen und verschieclene Sticksioff enthaltende naturiiche 
Produkte. beispieisweise Pepton, Fleischextrakt, Hefee\trakt Maisquelhvasser, Caseinhvdroiysate; Fist-htnehl 
Oder sein AufscWuSprodukt, entfettefef S<»jabohnenkuchen oder scin AufschiiiBproduki und Cbrvsalishvdroiy- 
sate. Esgtbt keine bestimnitegeraeinsame Obergrcnre der Menge schwer abbaul^an-n. Proteins oder Pepiid? FUr 
alle Stickstoffquelien, die Menge ist jedoch torzugsweise 10 bis !00 Gew.-%, insbcsondcre 50 bis EOO Gtiw,-% 
bazogen auf die Trockenmasse. 

Als anorganische Stoffe kdnnea primares Kaiiumphosphat, sckuodares Kaliuiiipiiosptm-, Magnesiiimsuifat, 
Natnuniciilorid, Eisetisulfat, Mangansii}fat,Cafctmn(arbDnat, etc verwendet werden. Obwohl es notwendig i£,t, 
dem M^imm geeignete, fur das Wachstum des verwendeten Mikroorganistm-a erforderJiche Mengen Mikro- 
nam-stof^e (Vuaniine, Nwietmsaareji, etc) zauzasetzeti, sind diese Suhstanzen gegeiM-nsnfaKs schon wit den 
natiiriicfietj, ais SttckstoffqweBe verwendeten Produkten zugesetscL 

Obwoh! es ablich isi. daS die gesamte Menge des schwer abi^a,ib,'ror Prou-ir.^ - }' -p ■ / n ■.'■-r des 
Zudiiens voUstandig itn Medium vorhanden ist, kann die GesarafT.onfe a-jch na-^i . nc; n^c;: oJer j-u u-ineiii 
bestimmten Zeitpunkt wahrcnd des Zuchtens {j5.B. wShrend der logarithmischen Phase) sugesetzt wc-rden, 
Obwohi es keine bestimnite Obergrenze far die KoEizentration des schwer abbaubaren Proteins oder Peptids im 
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Medium gibt, werden Sblicherweise 0,1 bis 20 g/1 vemendet, 
Eins Zflchtung durch ein aerobes Kultarverfahran ist optimai, beispiefeweise dutch eia SchOttelkulmrverfah- 

ren od«r am bcKlftendes RflhrkukurverfBhrtin, es kanii jedoch atacb eitj fJOssiges Surndkulturverfahren geesgnet 

kombtniert werden. Obwohl sich die KMtarbedingiingeu je nach Art <ies Mikmorgajitsfflus uaterscheiden, ist 
S DbJicherweise tim Zachtungstemperatur von 15 bis 45°C, besonders voo 25 bis 35°C, md eiti pH-Wert rfes 

Mediums von 5 bis 8 geeignet. Es mrd unter derartigen Bedinguttgea abSchewdse lOStiaKicn bis 10 Tage, 

vonojgsweise 24 Standen bis 6 Tage, gczttchtet. In den vorjftehetid beschriebeaen Verfahren kana d«r Haupttet! 

der AminosSitren extrazdJulSr angereichen werderu 
Es wird am das zweite Verfahrea b«schnebea ZunSchst wtrd eiu hi dieser Erf induBg verwendeter MiJcroor- 
10 ganismus in d«r dem ersten Verfahreti entsprechenden Weise gezSchtet. ObwoW aster diesen Bediagungea 

(iblteherweise kdn schwer abbaubares Protein oder Peptid ats Sticfcstoffqueile veresfendet wird, ka«a es verwen- 

det werdet). 

Nach einer ausreichenden Vermehrung des Mifcroorgaaismas wird die Zfichtung beendet und dieSl^lten darch 
Zeatrif ligation, FiJtration oder ejitsprechende Verfahren isoKert, faEs er forderlich. gewaschen and die erStafteaen 

{S Zeikii Oder ftin bebandeites Prodtskt, das durch ihre Behandlung erh«lten wisrd, mit emem schwer abbaubaren 
Protein oder Peptid in dnem wSBrigen Mediatn in Koittakt gebradit 

Sebandelte Produkte werden durcK ZerstSrtmg der ZeSen erhalten (Prodaict^ die darch Aufbrechen, Trock- 
nen, eta der Zellett erhalten werden). Es k^nnen Enzyme sein, beispielsweise Roheaxyrae, geremigte Enzyme 
and iffiroobtfisierte Enzyme, die aus den darch Aufbrechen der Zclicn crhalteneB Prodokten gewonnen wtjrden 

so und dcs schwer abbaubare Protein oder Peptid hydroJj-sieren konnen. Das Aufbrechen der Zeiten kann gemSS 
einem tibiicheti Verfahren dorchgeffihrt werden, l>e!sp!tt!swe!se unter Verwendung einer Zeilmtiljle unter Schflt- 
teln, eincs unter hohem Druck arbeitenden, ZeSien z;crsE6rcn;den GcrSts (Hughes-Presse, French-Presse oder 
fihntiches), einer mit {Ultra)-Scha!l arbeitenden, ZeUeii zerstdranden Maschine oder erjtsprecJtende Gerate. Es 
kann aiiBerdem uruer Umst3nd«n auch ein Trocknungsverfaiiren oder ein die Zsiiwand abbauendcs Vcrfaitren 

ts verwendet werden. Nach der Entfernung der ZentrOmmer aus dejs durch Zeilzerstdrimg erhaltenen Produkten 
Oder dereti wSBriger Suspensioii knmi ein RohenKj-m oder ein gereinigies Eiizym durch eioc den Erfordemissen 
angcpaSte K.ombftiatioR foigendcr Schritte erhalten werdeit: Aussateen aat^ Verwendung vott Amt«oniumsul" 
fat Oder entsprechender Verbindungen, Lssungsmitteifallang tinter Verwendttng von Etfeatjol Aceton, Meths- 
lio], Isopmpanoi oder entsprecheodeii Produkten, AusMitmgam isoeiekttisdien PuBkt fralctionicrcade Adsorp- 

30 tion unter Verwendung eines Adsorptionsmittels, beispielsweise saurer Totierde, Bentonit, KaoJin, Aktivfcotiie 
Oder Aluminium C-y-Gel, loiterschiediiche Chrornatogrsphieverfain'en, Blektropisorese, etc, sowie Diaiyse, Ul- 
trafiltration, Konzenlrierung, Entfernung der Nucleinsatire, etc, Es konnen unicrschiediiche CJiromatographie- 
verfahren zur Venveitdang geeigaet sein. beispieisweise eine Gefchromatographie, be! der die Frakrionierung 
mitteis Mo!ekfilgr58e unter Verwendiiing des Molekiiiarsiefacffekts (Ge!fi!tration) durcltgefahrt wird, lonenaus- 

35 tauschchromatographie unter Verwendung von Celiulose oder Dextran, an die (das) eine lonen austausdiende 
Gruppe gebandetl ist, oder ein lonenaustauscherharz, Adsorptiorisdiromiitograpfjie outer Verwemiung von 
Hjnlroxylapatit. AffinitStscliromatograplne unter Verwendung einer speziJisciien Bindungsreaktion zwiscben 
einem TrSger (Celiulose- oder Dexlr&ngd oder ein entsprechendes Produfoi), der ein daran gebundenes Sabstrat, 
einen speiifischen Inliibitor, ein Coenxym oder ein Deiwat davaii aaJweist, and dzm Zieienzym und hydropholw 

40 Chrontatographie unter Verwendtmg etner hydrophobea Biadimgsreaktjon zwjschen dem hydrophoben Teil der 
SaulenfaHang und dent Enzym. Als Elektrophorese kann die Slaneiieiektrophorese in eiaeia Trggergd oder 
Elektrofokussicrung durch Elektrophorcse in einem pH-Gnidienten verwcndet werden. 

In den vorstehend b^chdebenen Verfahren kann die Bewegung des ZteSenzyins anter Verwendasg der 
speKiffschen AktivitSt a!s Marker veifolgt werden. 

45 Die Zerstdrang der ZeKen und die Bnzymreinigung kann beispielsweise durcb ein in "jikken Nogei Kagakti" 
{Experimental Agricukural Cfsemistry), letzter Band, 3, Ausgabe, herausgegebett von Agricuhnrai Chemistry 
Classroom, Department of Agriciiit-ure, Tokyo University, vcrOffentiicht von Asakura-shoten {MS,tz t9&2), 
Sciten 42—35, beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werdeii. 
Ein spezifiscbes Beispiel, in dera ein gereinigtes Enzym durch Nacharbeitung dieser Erfiiidang erhaiten wurde, 

50 ist nachstchend ira HinbBck auf die Verwendang von Xanthomotias tnaitophiiia NA-62 beschtiebea. Die Rdni- 
guag eines Enzyms von einem aaderen ia dieser ErSndung verweadeten Mikroorganismas katat ebenfafls in 
etwa der gletchen Wetse durdhgefQhrt werden. 

Zun&citst wsrd eine KulturbrShe von Xanthomonas maltophiHa NA-«2 zentrtfugiert und die aasgefliiten 
Zelien werden gewonnen, in 50 mU Trjs-HO-Ptjffer (pH 73) suspendiert and darch Ultraschall aafgebrochen, 

ss Naci! der Zentrifugatkm dieses fraktioiiierten Prodokte wird der Zeltextrakt gewotinen, anschiicBetKie Arbeitif- 
schritte werden bei 4''Cdurchgefahrt, 

Zunacltst wird dieser Zeilextrakt mit AmmoniuEiisulfat fraktiomc-rt und die Fraktionen mit 35 bis 50% 
SlSttigimg gsrv/onnen. AnscWicSend wird die nachstehendc Cliromatographie durciigeftairt, wobei Proteine 
durch Absorption bei 280 nm nadigewiesen werden. 

63 Der durc.ii die AmnK»jtoiti.su!rat-Fraktjonterung erhaJtene Niedersdiiag wird in 20 mM IVis-HCi-Puffer (pH 
73) gcldstdiaiysiert und auf eine mit dem gleicbea Puffer aqiaiibrierteQ-Sepharosesiaie (2,6 x lOcm, Pharma- 
cia Co.) aufgetragen. Eine AKionen-Austauschchromatographie, bei der mit dnem Konzentratioasgradienten 
von 0 bis 03 M NaC! elniert wii-d, wird ditfchgefShrt, wobei eine akdve Frakson erbtaiten wird. 
AnschlieSead wird Aranatoniumsulfat bis za eiaer SSttigong von 3&^o in dieser aktiven Fraktion gel5st, die 

65 LSsung auf eine Phenyl-Superosesaule (0,5 x 5 cm, Pharmacia Co.) aafgeirageij, die mil 50 rnM zu 30% mit 
AmrnQmumsulfatgestttigtem Hs-Tris-Ha-Ptrffer U>H 6,5) aqu2ibriert ist, und eine bydropbobe Cbromatogra- 
phie darchgeftifert Die Elutioa wird mit einem linearen Gradieaten aat abnehinender Aramoniumsulfatkonzen- 
tratiott darchgef tthrt und die aktivKn Fraktksaen gewotmen. 
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AnschSieBend wirddiese aktive Fi-«kf,i«n gegesj 10 mM ICathimphosphatpuffer, der 0,4 mM CaCi; enthait, (pH 
6,8} ciiaiysierE imd auf eitie mit dcrn ^fcichen Puffer acjtiilibrie rie Hydix.o;>lapiiiiEsiii;it; (0,8 x !«cm, Tonen 
Djrporauon) aufgetragen. Nach dem Waschender Sjiule mit den; zur AqiLilibrierung ve;-we:Kietcn Puffer wird 
die Eiiition mit daem linearen G radienten xwischcn 10 rtsM Kai!:.!njphosohiiipufrer, der0,0J4 mM CaCb enthait, 
(pH 6,8) \md 0,4 M fCalmmphosphaf-puifer, der 0.014 in.M CaCb entMlt, (p^i 6,8) durchgefuhrt. Die akiiveri 
Fraktioncf! wercJen gewormeti und der nachstehend beschriebetien Geichromatographie linterzogen. 

Die aktivon Fraktiotien werden auf eine Suosrdex :?00-.Sauie (Ifi x 60 cm, Pharaia^aaCo.) a«fgetragen,dSe mit 
50 mM bis-Tris-HCiPufiar, der 200 mM NaCl cntbaif, (pH 6.5) aquiiibriert isi, mit einer FHefirate von 0.5 mi/mm 
eluien und das Eiuat i» 1 ml Portionen frsjktioiiim. Die aktive Sabstana v/itd in deti Fraktionen 69 bis 7\ ais dn 
einzefner Protdnpeak gewonnen. Das Molekuiargewidit wird ais 160 OOO bestimnat Das erhaltene Enzym zeigte 
ferner sowobl bei der jsoekktrischea Fok«ssieru«g ate auch der SDS-Elefctrophowse eine einzclns Baode und tst 
damit als eiti einheitJiciifis Protein anxusehea. 

A!s Verfahren 2ur Immobaisierung von Enzymen kSnnec etn TragerijTddtingsverfabren erwahnt werden, bei 
dem ein Etizy m durch eine kovaleme BinduBg, loaenbijidang. Adsorption oder in enisprechender Weise an einen 
Tragcr gcbutiden i,$t, ein Vcrnetzungsverfahren, bet dera EnaymmokkOle durch kovaiente Bindtmg wechselsei- 
tig gebuncieti sind, ein Immobtlisierungsverfahren durcb EinschiuB, b&i dem ein Enzym in die Netzwerksfruktijr 
eines M akromolekais, etc. eingescblos.sen ist }edes dmser VerJahren kann bd der HefSteUung von iiranobilisier- 
ten Enzymen bei der Nacharbeitung dteser Erfinduiig verwendet werdeiu Die Verwendung mes immobilisier- 
tea Etizym.s tst vortejlhaft, da es nach der enzymatischcn Umsctzung von Stibstrat trad Produkt gebfennt und 
emeut und wiederhok verwefidet werden kann. 

Obwohi die Verwendung einer grdScren Mengs mlkrcnr-ioliit;- Zcii;.-:! ..Jt-r des Iwilandelten Produkts der 
Zellen ftir die IJtnsetzung vortetihaft wiire, ist «ine zu g-roiio Mt-r.go -A'in.sciiaftiich von Nacht«a, Da auch die 
Mikroorganismen tmd die behandelteii Proddkte der Zcilen i:i ursterschiediichem AusmaS schwer abbaubare 
Proteins oder Peptide hydrolysieren konncn, ist die zii verwendende Menge nicht festgefegi, Bei der Venveti- 
dung von mikrobieilt;!! Zeflen ist jedoch Ubiicrwrweise slrxQ Menge von 1 bis 100 mg an scfewer abbaubarem 
Protein oder Pepcid pro mg ZcBcn (getrockjtiete Zeiien) und bei de,- Verwendung des behandeiten Produkts der 
Zelien eine Menge von 0,01 bis 5 g schwer abbaubarem Protein oder Pcpttd pro Etnheit Enzymaktivitat (1 E) ?t!r 
Verwsndijrig geeignet In diesem Zusammenhang bezeicfanet E eine Enzymaktivitat, die 1 {iMof etnes Substrata 
Z-Pro-Hyp in 1 Minute bei 37'C hydrolysiert. Fcrtier ist die zur Verwendung geeignete Konzentraiion des 
schwer abbaobaren Proteins oder Peptids nicbt aifsdrticklich beschrSnkt, sie tsi jedoch geei^neierwci.'se 0,01 bis 
20g/dS. 

A!s waSriges Medium kdnnert beispidswsise Wasser, oi.n Puifcr oder aiiniiches crwiihnt werdc.a Wenn ferner 
ein durch Aufbrechen von Zeiien srhalu-ni'>. Prudakt ;iU LirszyiTsqiieUff verwendei \.vird. enthait ks bereits ein 
waBriges Medium, und es ist nicht itnmer erfo."de.<-i!cl\ ziiis-iSKLicii noch ein wiifiriges Median) /.u verwenden. ,Ais 
Puffer kdnnen Pixisphiitpuffer, Succiaaipuffer. C itratpuffer, Tris-HCi-Puiier. Boratptifier, Acctatpuffcr, Glycyl- 
glycinpufler, etc, verwendet werden. 

Der Kuntakt der milcrobieliert Zeiien oder des beiianceiier; Froduicti. tier Zeiic-n mit dem schiver afabauimren 
Pro tesn oder Peptid in cinetn waflrige?i Medium wird je nach Art der Mikroorgartismen unterschiediich durchge- 
ft&rt. wird jedoch UblicherT^'eise bei einem pH-Wert von 5 bis 8 und bei einer Temperatur voti 20 bb 80'C, 
vorzugsweise 30 bis 70" C, durciigefiiiirL Die Kontaktzest ist fiblicherwetse 03 b(s4S Stuttden, voraussweisc 05 
ljis24Standen. 

In jedcr Ausfiihrungsform des ersten und zwetten Verfahrens wird die ReaktiOB nach AbschiuB der Umset- 
ztiag durch ein gecigiietes VerJahretj ixutnciet. beispielsweise durch Entfemung der Zeilea oder Inaktivierung 
des Enxyms durch Erhitzen des Resktionsgemisches oder Ernicdrigung des pI-I-Werts<Zagabe einer Sattre, wie 
beispielsweise Chlorwasserstoffeatire), und eine Menbraabsi^andl jr^g unter Verwendung einer Uitrafiltrations- 
membrau oder Fiftrationsmembran iiir umgekehr te Osmose oder enu-sprecijendttr Prodiikte, Adsorptionsbe- 
iiandlung unter Veniy'endung eines Adsorptiotwraitteis. beispielsweise Akiivkohle. und weitere an aidi !>«kannte 
Verfahren wo-den in einer geeigtieten Kombinasion verwendet, um eine iUisung eines Aiiiitjosiiiiregemisehes zu 
erbalten. Ferner kann erfindungsgcmaB eine gewiinschte spezifisciie AniiRosaure (z. B. Hydroxyproiiu, Prolin 
Oder Pepticie) aus einem solciiea Aminos&uregemisch aitter Varwendting beispielsweise eines fonenausta«scb- 
chromatograpiiieverfiihrens isoliert werdeo. Das erfindungsgemaS erhaltene Hydroxyproiio tst traiis-4-Hy- 
droxy-L-proiin, das a!s ein urundstoff far ArKneimittei, wie beispielsweise Cafbapeaem-Aotibiotika, nstziiclj ist, 
wie voratehend beschrieben, und tratis-4-Hydroxy-L-proIm !ta»n in der vorliegeaden Erfindimg besonders 
effizieat tmd seicktiv hergestelk wer dea (vgi Testbeispieie 4 und 5). 

Die Beispiele erlHutern die Erfindwng. 

Referenzbeispid 1 

_ Jedcr der drei in Tabelie 1 dargcsieiiten, xur Gattung Xauijiamonas gehdrenden Stamme wurde in 100 mi 
eines in Tabelie 2 dargesteliten Fiiissigmediums in me koaische, tnit einer ScMkane aasgeriisteteft 500 ro! 
Flasche inocuiiert und 72 Sttinden bei 30°C imter Schatteln gezflt^tet Danach wards die KuitorbrShe zmtdia- 
giert {IS 000 UpM, 20 Minuten^ die ausg«?gltten Zeiien gcsantaielt und unter Verwendung etnes Ultrasciialifeo- 
mogenisators (US-150, Nippoit Seiki S«5saka-sho Co.) aufgebrochen. Die ZeHtrOmmer wttrden durch Zentrif liga- 
tion (15 000 UpM, 15 MMtaten) aus der erhaheiieii Suspension eatferat, der erhaiteae Oberstand auf 80% 
Sattigung mit Ammomuinsulfat cingc«teBt md der Niederschiag ais Rohprodukt durch Zeatrifugatioi? (15 000 
UpM, 20 Minoten) gesaramelt Der NiederscWag wurde in 1 ml SO mM bis-Trss-HCl-Puffer {pH 6.5, 200 tnM 
Natriamchiortd enthaltend) suspendiert, wobd eine Rohenzymldsang erhalten warde. 
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Tesifadspjei 1 

Test auf Hydro{yseakt'r<itlt de^ syn'-hetischei^ Peptids 

5 Eine durch AtiflaseE ernes kommeraelten syntfeetischea Peptids Z-Pro-Hyp, Z-Pro-Pro oder Z-Gly-Pro in 50 
mM bts-Tris-HCl-Puffef {pH m einer Konzentration von 1 mM erhaltene Lasung wurde ats Substratl6su»g 
verwendet. 25 pi der m Referenabeispiel i erhahenen Rohenzymldsimg and 25 jii 50 mM bis-Tris-HCl-Puffer 
{pH 6,5, 200 mM Natrmmchbrid enthaU«nd) wurden m SOjUdkser Sal:^trad6suTig zugesefzt und das Gemisch 
nach ausreichendem Ruhren 60 Minutes bei 37" C mngesem4 }tJ 1 N ChlorwassersJoffsSiire wurttenzugesetzt, 

jO urn die UmsetauBg zu beeisden. 

Die Konzentration einer freien Amiuosatire (Pmiin oder Hydroxyproia) in der ReaktioaslQsung wurde mter 
Verwendung eines aotomauschen Ammosaureanaiysators (Hitachi 1.-8500) getestet und eine Hydrolyserate 
durch Verglejch«i des erhaltenen Werts mit der Konzeatration (thcoretischer Wert) der zum Zettpunkt der 
kompkttfta HydfoJyse produsderten (freien) Aminosaure beredxnet 

J5 Als Vergieichsbelspiei witrden 25 jil eitier FIas^sigkeif, die durch Suspension eines iio Hisifde! erhitJtl)c[ie« 
Protesscprftparats ''Actinase''(vo« Streptomyces griseas starantcnd, Kaken Pharmaceutical Ca) erhalten wurde, 
anstelie der vorstehend beschriebeaem Rohetjzyraiestiiig zugesetzt (25 000 000 Tyrosindidsetten davon wurden 
pro mMoi des synthetischen Peptids zuge5et2:t). Diese EnzytnprSparation wetst eine bei Proteoiyses hSu% 
verwendctc, extrem starke proteolytiscfee Kraft airf. 

20 Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. 

Wie aus der Tabeiie 3 za erschen ist, zeigten al!e RotjensymidsiH^eu, die von den drci in diesem Test 
verwendeten StSmnieK der Gattung Xauthotnoaas hergestellt wordea waren, eiae hydrolytische Aktivittt bei 
Z-Pfo-Hyp und Z-Pro-Pro, und es wurde festgestcBf, daS diese Stamrae das Bm.sm prodtmeren kdnnet!. Fernei- 
wurde die Hydroiyse von 2^01y-Hyp m der RohenzymlSsfung, die von eiaera zar Gattang XanthooKirtas 

35 gehdrenden Stamm hergesteHt worden w&r. beobadttet 

Andererselts Jtydroiystertc die Actinasc ketnesder synthetisdicn Peptide. 

Testfaeispiel2 

30 Test der hydroly tischea Aktivit&t bei Oeiatiae 

Gelatine {Wako Pure CEiemtcal Industries, Ltd.) wurde zur Herstdlung einer 0^%3gen (Gew.A'^oL) GeJatineid- 
sung in 50 tnM bts-Tris-HC!-Puffer (pH 63) geldst 50 jil der im Referenzbei-spiel 1 fiergestenten RohenzyaiJS* 
sang wurden zu SO fil dieser Geiattneldsung zugesetzt, das Gemisch ausreichend gcriihrt und 24 Stimdcn bei 

35 37*C umgesetzt. AnscMieSend wurden 4 fil 1 N CliiorwasserstoffsSure der Reaktionsldsung augesetzt, «m die 
Urnsetzung zu beendea Durch Mcssung der freien Aminosaurekonzentration in dieser ReafctionsiSsung wurde 
die Aktlvitat bei der Hydroiyse der Gelatine, d. h., die die AtninosSuren aus der Gelatine freisetzende Aktivitat, 
bestimmt Der Test der freien Aminosaurekonzentration wurde gemSS einem Phenylthiocsrbamayl-(PTC)-Ami- 
nosaure-Analysesystem (Watere Co.) durchgefahrt Die Ergebdsse warden als VerSialtois der Menge einer 

40 freigesetzten Aminosaure (die Hydroi)«e mit ChJorwasserstoffsaure wird als 100% angenommen) zur Menge 
einer im Ausgatigsmaterial der Gelatine enthaltenden Aminosaure ausgedrfickt. 

Ais Vergleichstest wurden 50 pi einer Flttssigkeit, die durcb Suspensioader Actinase in 50 ittM bfe-IVis-HCl- 
Puffer (pH 6A 200 mM Natriumchlorid enthakeod) erhalten wtjrdeji, nigcsetzt (100 000 Tyrosineinhciten 
wurde ti prog Gelatine zugesetzt). 

45 Die Versuehsergebatsse stnd in Tabelle 4 dargestellt. 

Wie aus der Tabelle 4 zu ersehcn ist, zeigten alle Rohenzyrafdsungen, die voti den Mikroorgasismcn herge- 
stellt worden waren, die zur Gattung Xanthomonas gehdren und ia diesem Test verwendet wurden, eine starke 
AktivitSt bei der Freisetzung von Hydroxyprolin und Prolin aus Gelatine, Obwoiil anderersetts ettie Freisetzung 
voa Hydroxyproiiti and Proiin durch die Actinase beobachtet wtirde, waren die danch sie erhaltenen Mengen 

so vergleichsweisevielgeringer, 

TcstbeispieiS 

Die Xitnthomonasart JCM Nr. 3857 {RERM-BP-4473's wijrde urr.er Vsrwendung einas Mediums, das Geiatine 
55 als H&tiptsticksionqueiie, wie m Tabelle 5 dargcsteik, erdhiilt, 72 Stiinden bei 3G°C unter Schiittcto gcziichtet. 
Dartach wurden die Zallen durch Zentrifugaiion (15 000 UpM, 20 Minuien) enifernt, der JCulturOberstand mil 
"Sep-Pak-Can ridges" (CIS, Waters Co.) bebandelt, tun hydrophobe Veranreinigungen 2U entfernen, und die 
Jlonzentrationen der freien Aminosauren unter Verwendung etnes PTC-Ammosaure-Anaiysesystems (Waters 
Co.) getestei. 

60 Die Testergebnissc stnd in Tabeiie 6 dargesteiU. 

We in Tabelle 8 dai^ftstellt, war der Geb&lt an freiem HydroxyproUo in der KtdturbrShe 2,49 g/l, und 733% 
des im Protein entfaaltenden Hydroxyproiins warden im Medium ais freies HydroxypmUn gcwomjen. So wurde 
gezeigi, daD Aminosaureti auch durdi ein semlfermentatives Verfahreu unter Verweodung des Mikroorganis- 
mus aus Geiatine hergestelit werden kSnnen. 

65 

Testbe!spieI4 

Xanthoavonas maltophiiia MA-62 (FERM-BP-4479) wurde tmter Verwendung von zwei Flasagsnediea A and 
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B dte Ge atme ah Haupt uck-jtoti quelle, -(Vic in Tabetic 7 dargesteiU. emhieftea, 72Stunden be! 30«C unter 
Si;{m«elti Kexiiciitet Danach wurden die Zeilen tJurch Zentrifugation {15 000 UpM, 20 Minmen) entfernt, 
h^c'rophi.be \ erutireiniguagen mit "Sep Pak-Cartndges' (CIS. Waters Co.) aus dem KukurObemand entferm 
unc: die konxeniratjoncn der freten Ammosattres unter Verwetidong eines FFC-Ammosaure-AnaJysesjfStera 
(Waters Co.) getestet. 

Dte 1 _ster"^?bmsse sind in TabeUe 8 dargesteHt, in der dJ« Mcnge jedcr aus der KtdturbrShe gewonaeaen 
Aminos,! so angegeben mrd, daU sse «ch auf erne 100%ige Hydroiyse rak Cfclorwass^rstoffsiare bestieht 
Femer tat auch der Anteil von Hydrojcyprolm an der Gessmtraenge der Anainosauren in der fCuJturbrSfae 

dargesteiU, 

W ie in TaDcHe 8 dargesteili. komUe HydrasyproJtn durch das semifermejimive Verfahren uuter Verwendung 
dus Miktcojgantsuiis tncht nur mit cmer hohen Ausbeute, sondern auch mit eincm hohen Gesamtgehalt as 
Amiflosauren gewonnen werdea Daher kaaa erne efSsriente HersteSiuHg voti Hydroxyprolin durch diese Effin- 
dung erwartet wcrden. 

TestbdspielS 

Xanthoinonas, maltoijhiha jCVt 3807 (PERM BP-4474) warde unter Verwendung eines Fiiissigmedmras. 
da-s Gc!?tme ah HauptViCkbtoffquck-, vne in T^helk- 9 dargestelit, enihall. 72 Stunden bei 30° C umer Schiiiteiti 
gt;?'iich<-e<- Danach au den cue Zeilen dm^.k Zcntruagation (15 000 UpM, 20 Minuten) entferni, hydrophobe 
\<,nm( f)n2j,3g^n Tiir "Sep Pai* Cartndges' {C18, Waters Co.) aas dem Kuituraberstand entfemt, md die 
KonztnfraDoaen det f>-eieti ATnmosaurefi unfer Verwcadung eines PTC-AmiiiasSure-Analysesystera (Waters 
Co.)ge{«stet, 

D,e Te^ergebnisse smd m Tdbeii.? 10 darsEesietit, in der die Metige jeder ms der KuHurbftihe gewonnenen 
Ami.iosaure so atigegebe'> v,ird diC sit -..ch dd e ne 100%ige Hydroiyse mil aiionvasserstofrsatire bezieiit. 
Femer ist auch der Anted von J-iydroxvproitti an der Gesamtmense der Aminosluren m der Kuliurbrflhe 
dargesteiit 

Wie m Tabeik 10 dargesU- ]t koni*<: Hvdroxvprolin durcfi das semifcrraetitative Verfahren unter Verwen- 
dung dci Mikf oot n)s ii n t ) t s i < t ner hohen Ausbeute, sondern auch mit einem hohen GesamtgehaSt an 
\nni( s,-)U!en f-e^vuntitn ^ k' Dj* - <jrn erne effiziente HersteHung von Hydroxyproiin dureb diese Brftn- 
dnm erwartet wcrcien, 

GemiB cer \orstehend besciinebefien Erfmduog kftnnen schwer abbaubare Protetne, beispieisweise Colla- 
gen, Casen und Proiatnm, und davon abstammende Polypeptide oder Oligopeptide unter miidetJ Bedingungen 
effjzsent hydrolysieri und Aminosaurea mit hohem Nutzwert. einschlieSiich Prolin \md Hjfdroxyproiin. herge- 
steilt weroen, was btsher ledigltch durch chemssche Behandluogen, betspieisweise etner satiren Hydrolj'se, 
mOgiich war Ferser kani Hjdrox^pro'.n {tians 4 Hydroxy-L-prolro) mit dicser Erfindung atjs solchen scliwer 
abbaiibaren Pfoteineiodt r "^t. i>* J j ^ ^Of ^ i ui tm und seiektiv hergesteiltwerden. 

Besonders Ammosauren, »^t.,) ' swi ^ ProK > rc Hydroxyproife, die darcii das erfindungsgemaSe Verfah- 
ren hergesteiit werden kcSnncti sind aK i ,tu k'^ o!L> fur die Hersieii'arig von Arzoeittjittein nfltzlich. 

1 abeile 1 

Mikroorganismen, m« denen Tests durchgef flhrt wurden 

NamedesStatnms Nr. 

Xanthomonas maitophilta NA-62 FERM-BP-4479 
Xanthomonas maltophilia ]CM Nfr.3807 CFERM-BP-4474) 

Xanthonionasart f CM Nr. 38S7 {FERM.BP^4475) 



TabeBe2 

Ztisammensetzungdes FlSsstgmedioms 

Hcischextrakt 
Peptoa 

Hefeextrakt 
Natriumchiorid 
Glucose 

PrimSres Kaliamphosphat 
MagnesitunsuifatbeptaJtydrat 
pH-Wert 



10 

3 

3 
10 

3 

5 

7,2 
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TabetteS 

Hydrolytische Akttvitat bet syBthetisierten Peptiden 



^-?y<P'-gro g-fyp-m-p ^■^;^Y"yy<^ 



Xanthomonas malto]^iXia NA-62 41,8 30,2 0 

Xanthomonas laaltophilia 29,5 24,5 34,4 

Xanthomonasart 49,3 32,9 0 

Actlnase fVerglaichebeisttial^ 0 q 0 

Akttwtat b«i der Freisetasing von Aimsosaaitsi aus Gelatine 

Hyn Pro Asp Gla. Ser Arg Thr /ia Val Lea. Fhe 1.3^ 

! 36 30 72 100 68 80 0 iOO 80 IflO 0 ST ItXS 

i S2 0 10 100 S8 «J 0 100 20 0 100 16 100 

;S^tfaQTp<m?s sp. ^ too 13 91 Sr B8 ICQ 100 100 100 100 100 S7 100 

7 4 18 23 46 23 49 100 60 92 4T 37 S8 66 

TabeSeS 



Fieischextrakt 5(g/I) 

Gelatine 50 
Hefeextrakt 5 
Hatriumcblorid 3 

Glucose 10 
PrimSres Kaliumphosphat 3 



pH-Wm 



65 



8 
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Tabeilee 

Akfivitat bel der Hydrolyse von Gejatine 1» tier SemiFerraentation 



AminosSore 


— Produgierte Henoa fa/1) 


Ausbeiita (^) 


Hydroxyprolin 


2,49 


73,3 


Asparaginsliiir© 


0,35 


14, a 


GlutaminsSure 


0,41 


8,7 


Serin 


0,34 


23,0 


Glycin 


4,68 


52,8 


Histidin 


0,20 


58,0 


Arginin 


2, SO 


70,3 


Threonin 


0,14 


18,6 


Alanin 


0,22 


6,1 


ProXin 


0,20 


3,7 


Tyrosin 


0,3S 


100 


Valin 


0,03 


7,4 


Methionin 


0,14 


5,6 


Isoleucin 


0,14 


22,2 


Leuoin 


0,06 


4,9 


Phenylalanin 


0,34 


16,0 


Lvsin 


P,»03 
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Tabdie? 

ZusammensetZHRgdes P!(5ss!gmecJt«tns 








Hedium 
P 


Fleischextrakt 


S(g/1) 




Selatine 


10 


10 


Hefeextxalct 


5 


*• 


Katriimcajlorid 


3 


- 


Olucose 


10 




PrimMree Kalluatphosphat 


3 


25 


MagnesiusRSUlfatheptahydrat 


5 


- 


Natri\imcarbonat 


- 


0,5 


Hatritaasulfat 




0,114 


MagnesiumchloridBionohydrat: 




0,163 


Bisenchlorid. 




0,001 


SSiJikchlorid 




0,007 


Calciumchloriddihydrat: 




0,012 






2,3 


BorsSure 




0,006 




7ra 





10 
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TabelteS 

Hydroiyse yon Gelatine durch SejnifejmeBtatiOB 



Fresigesetzte 
Amino sgure 



Medium A 



Medina B 



Hydroxyprol in 
Asparagins^urc 
Glutamins§ure 
Serin 
GXycin 
Kistidin 
Argxnin 
IJhreonin 
Alanin 
Prolin 
a?yrosin 
Valin 
Methionin 
Isoleucin 
Leucin 
Phenylalanin 
Lysin 

Hydroxyprolin- 

gehalt {%) 

im Vergleich 

zur Cesajatmengfe der 



99 {%) 



Spuren 
Spuren 



Spuren 



72 <%) 
9 



Spuren 



Die Aiisbetite jeder Axninosaure wurde berechnet iinter der Annahme, daB der Wert d«r Hydrolyse disrch 
Ch!orwasserstoffs8.ure bei tOO% iiegt. 

Spuren; Trotz des Hadjwetses geritiger Mengen war eiae quaafitative Bestimtnung uBsaSgitcb. 
~; nicht nachgewiesen 

T&be(!e9 



neischextrakt S^i) 

Gelatine 10 

Hefeextrakt 5 

NatTrumdiiorid 3 

Priitsares KaJtianphosphat 3 



pH-Wsrt 



11 
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TabeSle tO 

Hydrolyse von Gelatine durch Semifermeniation 

5 Freie Aiainosaare Ausbeute{%) 

Hydroxypyrotia 
Asparagtoure 
Olut&minsSure 
Serin 
GJycm 
HisBdin 
Arginin 

15 Threonin 
Alanin 
ProHn 
TyrostR 
VaUn 

^ Methionin 
Isoleucin 
Leucin 

25 

Gehalt {%) an Hydroxyprolis im Vergieich 
zur Gesanstmenge der Aminosauren 

Die Ausb«ute jeder AramosSure wunJe berechnct unter der Annahsie, daS dcr Wert der Hydro!yse durch 
30 ChlorwasserstoffsSure bet 1 00<)fe iiegt 

Patentansprache 

1. Verfaferen zur HersteiJung einer Aminosaure, bei dem man auf ein Protein; oder Peptid, das schwierig 
35 abzabauen ist and ProiiJi- und/oder Hydroxyprolinreste enthalt, Zellea eines Mikroorganismus der Gattung 

Xantbomonas, der die PSLhigkeit faesitzt, das Proteii: oder Peptid zu kydroiysieren, oder dn behandekes 
Ppodukt der Zelien rait der genannienFiihigkei!; einwirken MSt und die eraeiigte AminosSure gcwinnt. 

2. VerfahreR nach Anspruch 1, wobei die Zeflen des Mikroorganismus der Gattuag Xanthomonas durch 
Ztlchten des Milcroorganismus m tmtm Medium, das das Protein oder Peptkl entiiUft, auf das Protein oder 

id Peptid eiiiwirken. 

3. Verfahrerj nach Ansprucii 1, wobei die ZeSen des Mikroorgaoissnas der Gattung Xatithotuonas odesr das 
behaadehe Prodtikt der 2e!Ie« durch takontaktbriagen der Zelfcn oder des behandeiteii Prodakts der 
Zeiten talt dem Protein oder Peptid in einem wtSrigen Medium atif das Proteta oder Peptid eimvirken. 

4» Verfaia'en nach einem der Ansprfiche 1 bis 3, bra dem der Mikroorgamstnas ein Mikroorganismus der Art 
45 Xanthomonas maltophtlia rait der entsprechenden Fahigkeit oder Xantiioaionas )CM 3857 (Ferm-BP-4475) 
ist. 

5. Verfahren nach ein«m der Ansprfiche 1 bis 3, bei dem der Mikraorganisma? Xanthomosits maitophilia 
NA-62 (FERM-BP-447S) oder JCM 3807 (FERM-BP-4474) ist 

6. Verfahren nach einem der AnsprGche 1 bis 5, bei dem das behandeite Prodiikt der Zeilen ein durch 
50 Zerstftrung d«r Zeilen eriialtenes Prodtjkt oder em Eazym ist, das ms dem durch die Zerstdrung der Zelleii 

qrhaltenen Pr odukt erhaitCR wurde trnd eine l^higkeit zur Hydrolyse des schwer abbaubaren Pi^teias oder 

Peptids besitzt 

7. Verfaltren nach ein«m der Anspruehe 1 bis 6, bei dem das sciiwer abbatibare Protein Coilagetj, Casein 
oder Prolamtn. ist. 

5S 8, Verfahren nach einem der Anspruehe 1 bis 6, bei dem das schwer abbaiibare Peptid ein Potypeplid oder 
Oligopepdd ist, das durdi partieDe Hydrolyse von Collageii, Casein oder Prolamin erhaiteri wird 

9. Verfahren nach einem der Aissprilche i bis 8, wobei die AmitiosSure Hydroxyproiin, Prolin oder ein 
Gemisoh von Amioosaaren ist 

10. Verfaiiren zur Hersteliung voa t»ans-4-Hydroxj^-L-pioItB, bd dem aiau auf eta Proteiji oder Peptid. das 
60 scljwierig abzubauen ist und ProKn- and/oder Hydrcscyprolinreste eathSft, Zellen eines Miicroorganismiis 

der Gattung Xanthomonas, der die Fahigkeii besitxi:, das Protein oder PeptM zn hydroiysieren, oder ein 
behaadcHes Produkt der Zeilen mit der genanatera F^hfekeit mwirfcea ISiJt und das craecgte trans4-Hy- 
droxy-L-proStj gewinnt 



86 
8 
2 



20 
3 

1 

3 



3 

15 
1 

gl 



12 



